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摘要:肝炎病毒的感染常常导致人体肝脏代谢能力变化, 研究表明甲型肝炎病毒( Hepatitis A V irus, HAV )、乙型
肝炎病毒( H epatitis B V irus, HBV )和丙型肝炎病毒( Hepatit is C Virus, HCV )的感染都会影响肝细胞对药物的代
谢能力。在本研究中,通过酵母双杂交系统在人肝 cDNA 文库中筛选与戊型肝炎病毒重组衣壳蛋白 E2 结合的蛋
白,发现了与细胞色素 P450 2A6( CYP2A6)部分片段高度同源的蛋白序列。通过 pul-l dow n、免疫共沉淀以及特异
性底物催化反应评价等方法进一步证实了 CYP2A6 与重组衣壳蛋白 E2、p239 间的相互作用, 并发现与 p239 结合
可以降低 CYP2A6对其特异性底物香豆素的催化能力。上述结果提示 CYP2A6 可能在戊肝病毒入侵细胞后的细
胞病变过程中起作用。
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  戊型肝炎病毒( H epatit is E virus, H EV) 主要
经粪-口途径传播, 常引起戊型肝炎的暴发或者散
发[ 1] , 但目前对戊型肝炎病毒感染和致病机理的研
究报道还不多。重组衣壳蛋白 E2 是 H EV ORF2
的 aa394~ 606片段表达后的蛋白,该片段是其优势
中和表位的集中区域[ 2-4]。E2能够形成二聚体, 但
不能形成类病毒颗粒 [ 5-7]。另一重组衣壳蛋白 p239
是由 H EV ORF2的 aa368~ 606 片段表达而成, 因
此 p239可视为 E2的 N 端延伸改造的蛋白。相较
于重组衣壳蛋白 E2, p239包含了自组装区域, 能够
形成类病毒颗粒并能很好地模拟真病毒, 已被证实
可用于对 H EV 感染等相关机制的研究中 [ 8, 9]。酵
母双杂交筛选系统常常需要表达的融合蛋白能够定
向于核内来激活报告基因的转录。p239蛋白组装
成类病毒颗粒后无法透过细胞核核膜, 而 E2 蛋白
能够透过核膜定位于细胞核。因此,本实验室以 E2
作为诱饵蛋白利用酵母双杂交技术平台, 从人肝细
胞文库中筛选与 H EV 衣壳蛋白相互结合的蛋白,
测序结果显示其中一个靶蛋白与细胞色素 P450
2A6( CYP2A6)的部分片段同源[ 10] 。
CYP2A6蛋白主要表达于人肝脏组织中, 虽然
只约占肝总 P450 酶含量的 4%且存在着很大的个
体差异,但该酶是烟碱代谢的重要参与成分,对如亚
硝胺( nit rosam ines)、黄曲霉素 B1( aflatox in B1)以
及一系列香豆素类生物碱等许多药物和癌前物的体
内代谢清除起重要作用 [ 11]。已有研究表明, H AV、
H BV和 H CV 等肝炎病毒感染都会影响肝细胞的
药物代谢能力[ 12-15] 。人肝 CYP2A6酶能够高度特
异地催化其底物香豆素的 7-羟基化反应, 故其产物
7-羟基香豆素可以用作体内或者体外检测 CYP2A6
活性的特异探针 [ 16]。本研究利用 pul-l down、免疫
共沉淀以及特异性底物催化反应评价等方法,进一
步研究了 H EV重组衣壳蛋白 E2、类病毒蛋白颗粒
p239 与 CYP2A6 间的相互作用及活性影响, 为
H EV 的病理过程研究提供了线索。
材料与方法
1  实验材料及细胞培养  戊型肝炎病毒重组衣壳蛋白 E2
和 p239、Syphilis- his 梅毒蛋白、Grp78- his 蛋白由本实验室
表达纯化, 能同时与 E2 和 p239 反应的 HEV 单克隆抗体
ant-i E2/ p239、抗 HA 的单克隆抗体 12CA5 由本实验室制
备。抗 his 抗体 ( Cat1 : sc- 803)、抗 A- T ubulin 抗体 ( Cat1 : sc-
5546)购自Santa Cruz Bio technolog y 公司。异硫氰酸荧光素
( FITC) 标记的羊抗鼠抗体 ( L ot: 35580A ) 购自 M olecular
P robes 公司。香豆素( coumarin, CAS 91- 64- 5)和 7-羟基化
香豆素 ( 7- hydro xycoumarin, Cat1 : H 2, 400- 3)均购自 SIG-
M A- ALDRICH 公司。H uh7 细胞购自 ATCC, 37e 培养于
含 10 % 胎牛血清、100U / mL 青霉素、100U / mL 链霉素的
DM EM 培养基中,隔天传代。pCW'2A6- his 质粒获赠于美国
范德比尔特 ( Vanderbilt Universit y) 大学 F1 P1 Guengerich
教授[17] 。
2  克隆构建及蛋白表达纯化  将 pCW'2A6- his 质粒在大肠




CYP2A6F ( 5-' TT TTAAGCTT CGGGAT CCATGGCTGCT-
T CAGGAATG- 3')和反向引物 CYP2A6R( 5-' TT TTGAAT-
T CGTGAT GGT GATGGTGGCG- 3 ') , PCR 扩 增 后 以
H indIII/ EcoRI位点接入 pcDNA31 1 表达载体中。同时在
其 C 端以 X hoI / X baI位点接入 H A 融合标签序列。真核细
胞转染表达均按梭华( Sof ast)脂质体转染操作手册进行。
3  pul-l down实验  加入 20Lg 带 his 标签的纯化融合蛋白
与 3Lg E2、p239 蛋白于 1ml PBS 体系中, 于 4 e 缓慢摇匀反
应 60min, 再将 12Ll N i2+- NT A Agaro se 介质于 4e 结合
90min; 再利用 01 5% Tr itonX100/ PBS 洗涤 3 次, 每次洗
10min, 并 1 000g 离心 30s; 然后加入 40Ll 150mmol/ L 咪唑
洗脱, 12 000 r/ min 离心取上清制样, 经 SDS- PAGE 分离转
膜后以一抗抗 his 兔抗 ( 1: 500 )和 16D7 ( 1: 2 000)、二抗
GAM ( 1: 4 000)反应浓度进行免疫印迹分析。
4  细胞转染及免疫荧光检测  1 @ 105 细胞培养于预先放
置盖玻片的 6 孔板中,脂质体转染表达蛋白。免疫荧光检测
简要过程为:细胞经 PBS 漂洗 3 次后, 用 4%多聚甲醛固定
20min, 再加入 PBST ( PBS+ 01 3% T ritonX100) 通透 10min,
用羊血清封闭 30min, 一抗 12CA5 反应 1h, 再与 FIT C 标记
的二抗反应 30min, DAPI 反应 5min 染核并制片, 信号由
Leica激光共聚焦显微镜扫描分析。
5  免疫共沉淀  在 100mm 细胞培养板上, 转染表达
CYP2A6-H A 蛋白后收集细胞加入裂解液,低功率超声辅助
细胞裂解。将对应 IP 抗体与 15Ll P ro teinA/ G Agarose 介
质预先结合约 40min, 洗去未结合的抗体, 再加入 p239 及裂
解液于 4 e 孵育过夜, 然后用裂解缓冲液洗涤 3 次, 挂柱产
物离心收集后煮沸制样, 经 SDS- PAGE 电泳分离、转膜后进
行免疫印迹分析。同时平行做阴性对照, 在进行电泳时, 加
入相应裂解液或者 p239 蛋白作为蛋白标记。
6  底物催化实验  在细胞中或者体外催化体系中, 先加入
p239蛋白于 37 e 进行孵育, 再加入 50mmol/ L Coumarin 反
应 60min。收集反应液, 离心取上清并加入等体积 01 1 mo l/
L T r is 91 0以增加荧光信号的对比度,在激发波长 370nm 和
发射波长 450nm 条件下于 F luo roskan Ascent FL 荧光化学
发光分析仪上进行检测, 得到数据进行统计学 t 检验分析对
比。同时设置相应对照, 实验多次重复。
结   果




蛋白 E2相互作用的蛋白(表 1) , 获得 8 个阳性克
隆。
表 1 酵母双杂交阳性克隆筛选结果
Table 1 T he screening r esult of Yeast Two H ybride positiv e clones
Prey No1 of










Related p rotein BL AS T
from Genbank
14 - + / /
43 - + / /
154 - + / /
169 - + / /
173 - + / /
126 - - - /
167 - - - /
26 - - + Un know n
122 - - + Un know n
138 - - + Un know n
188 - - + Un know n
87 - - + Cytochrome P450 2 A6
162 - - +
T RP13, ( T ran sform at ion-
related p rotein)
175 - - +
P38IP( p38-
interact ing protein)
191 - - +
DDAH2, ( Dimethylarginine
dimethylaminohydrolase 2)
  X: can didate, E2: recombinant H EV capsid pr otein, AD: t ranscription Activat ing Domain, BD: DNA Binding Domain, ADX / ADE 2:
AD- fused X or E2, BDX / BDE2: BD-fused X or E21 - : N egat ive, + : Posit ive, / : No data, U nknow n: Unkn own protein1
  将测序结果进行 BLAST 分析后结论显示: 其 中 4个克隆没有与之匹配的同源蛋白; 另外 4个克
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列 aa388~ 437)能与 E2蛋白相互作用。
2  原核表达蛋白 CYP2A6与 E2、p239 相互作用的
Pul-l Down验证
利用 pCWc2A6-his 质粒在大肠杆菌 ER2566
内进行表达, 纯化融合蛋白 CYP2A6-his。采用
pul-l dow n技术, 首先将 CYP2A6-his、阴性对照梅
毒蛋白( Syphilis-his)及阳性对照蛋白 Gr p78-his[ 18]
结合到金属螯合介质上,再分别与 E2或 p239蛋白
反应。咪唑洗脱产物经 SDS- PAGE后,分别与针对
E2和 p239的单抗 ant-i E2/ p239及针对 his的多抗
ant-i his反应。结果显示三种融合蛋白在镍柱上都
具有很好的结合量, CYP2A6-his 与阳性对照组
Gr p78-his中都检测到 E2 或者 p239 蛋白, 而阴性
对照组 Syphilis-his 中未检出 ( 图 1 ) , 这表明
CYP2A6蛋白可以与 E2及 p239结合。
图 1  Pul-l down 结果显示原核表达的 CYP2A6与
E2、p239 蛋白具相互作用
Figure 1  Pul-l down result demonstrated the
interactions between prokar yotic expressed
CYP2A6 and E2 or p239 protein
Syphilis-his and Grp78-his served as negative and posit ive controls
respectively1 T he band in the right lane demonst rated that CYP2A6
could bind to the tw o recombinant HEV capsid proteins1 Input pro-
teins w ere showed below using ant-i his ant ibody1
3  CYP2A6-HA蛋白的真核表达及其检测
为了进一步在真核水平上验证 CYP2A6 与
p239蛋白间的相互作用, 我们构建了 pcDNA31 1-
CYP2A6-H A 质粒, 通过转染 H uh7 细胞表达
CYP2A6-H A融合蛋白。首先进行底物香豆素的催
化检测,与 Blank 组空白细胞和 Contr ol组转染空
质粒 pcDNA31 1的细胞相比,可见 CYP2A6-H A 融
合质粒在细胞内表达后具有明显的催化活性(图 2,
A)。同时,用针对 H A 的单抗 12CA5 进行免疫印
迹分析,能检测到约50kD的目的蛋白(图2, B)。免
疫荧光激光共聚焦检测显示, 融合蛋白 CYP2A6-
H A 在细胞内呈现典型的内质网分布状态(图 2,




,也表明 C端融合 H A 标签对该蛋白的胞
内分布和活性均无影响。
4  真核表达 CYP2A6-HA与 p239蛋白的免疫共沉
淀验证
先将表达 CYP2A6-H A 的 H uh7 细胞裂解液
与 H EV 类病毒颗粒 p239混合,然后将该混合液与
介质单抗复合物共孵育。在以 H EV 特异性单抗作
为共沉淀( IP)的捕获抗体时,免疫印迹分析结果显
示,在免疫沉淀复合物中存在 CYP2A6-H A 蛋白
(图 3, A ) , 其他对照均无特异蛋白带, 这表明
CYP2A6能够与 p239一起被 H EV 特异性单抗所
捕获。同时,利用抗 H A 的单抗 12CA5作为 IP 捕
获抗体时, 同样能检测到对应的 p239 蛋白(图 3,
B)。在此实验的对照中可以检测到微弱的 p239蛋
白(图 3, B Lane 5) , 可能是由于介质会非特异性地
结合少量 p239 引起, 可作为本底, 并不影响结果。
上述结果进一步说明了在真核细胞系统中表达的
CYP2A6与 H EV 类病毒颗粒 p239之间存在相互
作用。
5  真核表达 CYP2A6与 p239作用影响其催化活性
为进一步研究这种相互作用的意义, 我们检测
了 p239对 CYP2A 6催化活性的影响。在转染表达
CYP2A6 的细胞中梯度加入 p239 蛋白共孵育约
21 0h,检测 CYP2A6对其特异性底物香豆素的催化
活性(图 4, A)。同时对胞内 CYP2A6和 p239进行
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图 2  融合蛋白 CYP2A6- H A 的真核表达和胞内分布检测
F igur e 2 Eukaryo tic expr essed CYP2A6- H A and its cellular localizat ion
A1 Detect ion of CYP2A6 coumarin 7-hydroxylat ion act ivity in the trans fected huh7 cel ls1 B1 W es tern b lot an d immu no-
f luorescent detection of CYP2A6 in t ransfected H uh7 cell1 Marker: protein m olecular w eight mark er, Blank: n on t rans-
fected H uh 7 cell , Cont rol: pcDNA31 1 cont rol , CYP2A6-H A: CYP2A6-H A fus ion protein1 Th e im munof luorescent
con focal micr os cope result s indicated that CYP2A6 sh owed cytoplasm ic dist rib ut ion ( B, 2 ) , com pared w ith n egat ive
con t rol b elow ( B, 4)1 B1, 3 w ere DAPI- stain ed result s of B2, 4 respectively1
图 3  免疫共沉淀结果证实真核表达 CYP2A6
与 p239蛋白间的相互作用
F igure 3 Co- immunoprecipitation of p239 and CYP2A6
Cell lysates w er e immun op recipitated usin g ant-i p239 ant ibody
and W estern-b lot ted b y ant-i H A an tib ody in A, w hile imm uno-
p recipi tated using ant-i H A ant ibody an d W es tern-blot ted by an-
t-i p239 ant ibody in B1 Lanes 1 and 2 served as marker s1 Cells in
lan e 1 w ere t ransfected w ith cont rol vectors ( pcDN A) w her eas
Lane 2 w ith expression plasmid ( pcDNA- CYP2A6H A) and p239
added1 Lanes 3~ 5 served as con t rol s and Lan e 6 demonst rated
protein interact ion1
CYP2A6的酶催化活性进行检测。各试验组中均设





共孵育后 2h 到 3h 的几个实验组中, p239 对
CYP2A6特异性底物催化活性的影响更为显著。到
3h 以后, 由于裂解液本身导致的蛋白降解使
CYP2A6活性下降, 这种差异逐渐缩小, 到 6h 后
CYP2A6的催化活性已经降低到与 GFP 转染细胞
组相当, 已无法进一步检测更长时间下, p239 对
CYP2A6的催化活性是否有进一步的影响。虽然在




(图 5,标记 n n 表示 P 值< 01 01, 即差异显著; n表
示 01 01< P 值< 01 05,即有差异)。这一结果表明,
p239蛋白降低了 CYP2A6的特异性底物催化能力。
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图 4  外源加入的 p239 降低在 H uh7 细胞中转染表达的 CYP2A6 特异性底物酶活性
F igur e 4 p239 decreased CYP2A6 coumar in 7- hydroxylation activ ity in t ransfected Huh7 cells
p239 w as in cubated with CYP2A6-H A ex pres sed Hu h7 cells in dif feren t concent ration s, then the catalys ate 7-h yd rox y-
coum arin w as d etected b y f luorescence ass ay ( A) and cell lysate was detected by Western blot ( B)1
图 5 P239导致 CYP2A6 特异性底物酶活性降低表现出时间依赖关系
Figure 5  p239 decreased CYP2A6 coumarin 7- hydroxylation
activity in time- dependent manner
50Lg p239 w as incubated w ith p cDNA-CYP2A6H A tansfected cells lysates b y gradient t ime and
the catalysate 7- hydroxycoum arin w as detected by fluores cen ce ass ay1 No p239 added but PBS and
pCDNA-GFP ex pres sed cells served as cont rols1
  综合上述结果, 提示了蛋白 p239 与 CYP2A6
的结合会影响到 CYP2A6的酶功能, 使其特异性底
物催化能力下降。
讨   论
许多病毒如流感病毒( Inf luenza)、腺病毒( Ad-
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胞色素 P450 2A6( CYP2A6)具有相互作用, 提示了
戊肝病毒也可能影响机体的代谢能力。






















白活性不完全[ 21] 。在 H epG2、H uh7等哺乳动物肝
癌细胞系中, 虽然缺乏 CYP2A6, 但已天然存在
NADPH-细胞色素 P450 还原酶 ( NADPH-cyto-
chrome P450 reductase)和细胞色素 b5( cy to chrom e
b5)等 CYP2A6催化所需要的酶系, 故只需转染入
CYP2A6的基因使其瞬时表达,该体系就具有催化
能力[ 22, 23] ,且其蛋白组装也最接近于天然蛋白形
式。本研究中, 利用大肠杆菌原核表达纯化
CYP2A6蛋白,进行 pul-l dow n实验, 证明了其与重
组戊肝病毒衣壳蛋白 E2、p239 之间的相互作用。




药物代谢能力的影响。有研究表明 H CV 病人肝药
物代谢能力受损
[ 12]








会因为 H AV [ 14] 感染受抑制, 也会因为 H BV 和
H CV 感染而被加强 [ 15]。急性 H AV 感染会导致成
人或者小孩人体肝内香豆素 7-羟基化活性急剧下








同时在感染了 H BV 和 H CV 的病人肝脏中 [ 15] , 也






例如 H EV和 H AV、H CV 一样都属于 RNA 病毒;
H EV 和 H AV 类似常常导致急性感染并且都不引
起 H CC [ 1]。H EV 被认为是在肝细胞细胞质中复制
的[ 2 5]。在患爆发性戊型肝炎病人中,可在肝细胞中
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#7# 1期         唐明等:戊型肝炎病毒衣壳蛋白结合 CYP 2A6并降低其底物催化能力
HEV Capsid Protein Interacts with CYP 2A6 and Decreases Its Coumarin
7-Hydroxylation Activity
T ANG M ing , ZH ENG Z-i zheng , SU N Yuan-yuan, H E Shu-i zhen,
ZH AO M in, H UAN G H ui, M IAO Ji, ZH ANG Jun, XIA Ning-shao
( Nat ional Inst i tut e of Diag nost i cs and Vaccine Dev elopment in I nf e ctious Di seases , X iamen Univ ersi ty , X iamen, 361005)
Abstract: E2 is a r ecombinant hepat it is E virus capsid protein including its m ain ant igenic determinants but
lacking o f the part icle assembling dom ain1 P239 w as the C-terminal ex tending protein o f E2 and could self-
assemble to fo rm virus like particles, w hich m ight serv e as m im icry o f virions both st ructurally and ant-i
g enically1 W e previously used yeast tw o-hybrid sy stem to screen proteins inter act ing w ith E2 based on a
human hepatocy te cDNA library1 One candidate w as identif ied as the segment ( aa388-437) of cytochr ome
P450 2A6 pro tein, w hich is pr edominant ly expressed in liver and impo rtant for metabo lizat ion1 Som e stud-
ies have dem onst rated that hepatit is v irus infect ion may alter ed cell m etabo lic clearance of coum rar in w hich
w ere rapidly m atebo lised by CYP2A61 In this research, w e demonst rated that the pr otein interact ion be-
tw een H EV capsid pr oteins and CYP2A6 by pul-l dow n and co- imm unoprecipitat ion1 It w as also found that
their interact ion could decr ease the CYP2A6 cataly t ic act ivity w hen p239 w as incubated w ithin the
CYP2A6-transfected H uh7 cells1 T hese results suggested that CYP2A6 m ight be related to the patholog-i
cal process w hen H EV invaded host cells1
Key words: H epat itis E virus ( H EV ) ; CYP2A6; Pr otein Interact ion
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